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(57) Abstract 

A DNA of approximately 5 KB, associated with non-A^ion-B hepatitis, process for the production of same accord- 
ing to known methods, and application of said DNA or of fragments of same in the diagnosis of non-A^ion-B hepatitis, as 
well as in the synthesis of proteins for the generation of immunological reagents to detect non-A,non-B hepatitis or to pro- 
duce vaccines. The DNA and fragments of same can be cloned and also be introduced into appropriate vectors, in order to 
obtain viral expression products. 

(57) Zosanunenfassnng - . 

Eine Non-A,Non-B- Hepatitis assoziierte DNA von etwa 5 KB, ein Verfahren zur Herstellung derselben nach an sich 
bekannten Methoden und die Verwendung dieser DNA oder von Fragmenten davon zur Diagnose von Non-A,Non-B-He- 
patitis sowie zur Synthese von Proteinen zur Erzeugung von immunologischen Reagentien fur den Nachweis von Non- 
A,Non-B- Hepatitis oder zur Erzeugung von Vaccinen. Die DNA und Fragmente derselben kdnnen geklont und auch in 
geeignete Vektoren eingesetzt werden, urn Virusexpressionsprodukte zu liefern. 
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Virusantigen, Verfahren zu seiner Gewinnung und Anwendung 
in Diagnose und Therapie (Impfstoff) 

1 Non-A, Non-B-Hepatitiserkrankungen sind in der Literatur 

ausfuhrlich und zahlreich beschrieben. Ebenso bekannt sind 
aber die Schwierigkeiten der Erfassung des NANBH-Virus und 
Nachweis der Krankheit. 

5 

Es wurden nun aus dem Stuhl von Non-A, Non-B~Hepatitis- 
patienten Partikel isoliert und beziiglich ihres Molekular- 
gewichts und ihrer Beschaf f enheit charakterisiert sowie 
ein Nachweis verfahren auf das Vorhanden sein solcher 
10 Partikel -gefunden und der Nachweis dieser Partikel zur 
Diagnose des Vorliegens einer Non-A, Non-B-Hepatitis bei 
leberkranken Patienten angewandt. 

Aus den aus dem Stuhl isolierten Partikeln wurde DNA isoliert 
15 und nach herkommlichen Methoden kloniert* Die so erhaltenen 
klonierten DNA-Strange wurden zum Nachweis des Vorliegens 
homologer Oder sehr ahnlicher ENA wiederua lm Stuhl , Serum, Lebergewe- 
be und Korperf lussigkeiten von leberkranken Patienten verwendet, bei 
denen auf diesen Vfege eine Non-A, Non-B-Hepatitis mit hinreichender 
20 Wahrscheinlichkeit diagnosti2iert weiden kann. 

Die Erfindung betrifft also zusammengef aflt die Isolierung 
Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierte Partikel, deren DNA sowie das 
Klonieren von DNA und die Verwendung sowohl dieser Partikel 
25 als auch der erhaltenen DNA-Klone zur Eingrenzung von Leber- 
erkrankungen auf das Vorliegen einer Non-A, Non-B-Hepatitis. 
Weitere Aspekte der Erfindung liegen 

in der Entwicklung von erweiterten Nachweisverf ahren und 
schliefllich auch Impfstoffen auf Basis der zu erhaltenden 
30 Antikorper und durch Synthese synthetischer Peptide mit 
der Sequenz der Partikel, die diesen Virusproteinen ent- 
spricht und die sich aus der Sequenz der klonierten DNA 
vorhersagen lafit. 

35 Aus den Stuhlproben Non-A, Non-B-Hepatitis erkrankter Patien- 
ten wurde eine Substanz isoliert, die sich signifikant ge- 
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hauft in, stuhl solcher Non-A- Non-B-Hepatitis-Patienten 
f indet, dagegen bei gesunden, sowie bei Patxenten mit Leber- 
erkrankungen anderer Genese in significant geringerem Aus- 
mafif indet. Bin Verfahren zum Nachveis dieser Substanz wur- 
de entwickelt, worin Polystyrolbeads mit verdunntem Serum 
von Non-A, Non-B-Hepatitis-Rekonvalesze„ten beschichtet wer- 
den. Die gewaschenen beads werden dann mit einer 10 %-igen 
Stuhlsuspension eines zu -untersuchenden Probanden inkubiert 
wobei evtl. vorhandene Non-A -Non-B- Hepatitis assoziierte 
Substanz an die in dem Rekonvaleszentenserum enthaltenen, 
an die Polystyrolkugeln gebundenen Antikorper gegen diese 
Substanz bindet und so inunobilisiert wird. Die Bindung der 
Non-A, Non-B-Hepatitis assoziierten Teilchen kann nachgewie- 
sen werden durch Bindung von menschlichem IgG wiederum aus 
Rekonvaleszentenserum von Non-A- Non-B-Hepatitis-Patienten 
das mit Jod 125 radioaktiv markiert ist. Bei Vorliegen der' 
Non- A/ Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz im Stuhl des 
Probanden wird radipaktives Immunglobulin an diese gebunden 
und das entsprechende Signal zum Nachweis verwendet. 

Bei Verwendung dieses Nachweisverf ahrens fur die Hepatitis - 
Non-A- Non-B-assoziierte Substanz in groflen Kollektiven von 
Patxenten mit Lebererkrankungen unterschiedlicher Genese 
zeigte es sich, dafl diese Substanz hochsignif ikant gehauft 
bex Patienten mit gesicherter Hepatitis Non- A/ Non-B im 
Stuhl nachweisbar ist (,. Tabelle 1} . Bei Patiente „ ^ 
deren Lebererkrankungen, bei denen eine Non-A, Non-B-Hepati- 
tis eher unwahrscheinlich ist, die teilweise in ihrem kli- 
nxschen Bild jedoch einer akuten Oder abgelaufenen Non-A, 
Non-B-Hepatitis ahneln konnen, insbesondere auch bei Patxen- . 
ten mxt einer akuten unabgelauf enen Hepatitis A Oder B fand 
sich dagegen nur in auBerst wenigen Fallen die Non-A, Non-B- > 
Hepatxtis-assoziierte Substanz (s. Tabelien 2 und 3). Hie- 
raus ergibt sich, daS das Vorliegen dieser Substanz einen 
deutlichen Hinweis auf die Atiologie einer =un K cnsc unbe _ 
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1 kannten, entzundlichen Lebererkrankung liefern kann, und daS 

^1 t der Nachweis dieser Substanz daher eine Untersuchung von ho- 

hen diagnostischem Wert zum Nachweis oder AusschluQ des Vor- 

♦ liegens einer Non-A, Non-B-Hepatitis liefern kann. 

5 

Die mit der Non-A, Non-B assoziierte Substanz weist somit 
eine hohe Affinitat gegenuber menschlichen Immunglobu linen 
und Pibronectin sowie dessen nicht kollagenbindenden Spalt- 
produkten auf . Die Bindung an Fab-2- 
10 Bruchstucke aus dem IgG gesunder und Hepatitis Non-A, Non-B-. 
rekonvaleszenter Personen spricht gegen eine unspezif ische 
Bindung der assoziierten Substanz an dem Fc-Teil der Imraun- 
globuline. Die hohe Affinitat gegenuber Pibronectin und dessen 
, nicht kollagenbindenden Spaltprodukten ist eine Eigenschaft, 

15 die diese Substanz mit antigenen Proteinen anderer Viren ge- 
meinsam hat (Seelig und Mitarbeiter 1983). 

Behandlung mit organischen Losungsmitteln (Chloroform, Ather) 
und mit Hitze (70°C, 10 min.) zerstort die Bindungsaf f initat 
der Non-A, Non-B assoziierten Substanz nicht. Wahrend die 
Verdauung mit Chymotrypsin, Trypsin, Elastase und Neuraminida- 
se keinen EinfluS auf die Bindungseigenschaf ten der Substanz 
zeigt, fiihrt die Verdauung mit Papain zu einem vollstandigen 
und schnellen Verlust der Bindungsaf f initat. 
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Nach Zentrifugation bei 150.000 g, 2 Std. 
laBt sie sich im Sediment nachweisen und stellt sich nach 
72-stundiger Laufzeit bei einer Dichte von 1,3 (1,29 - 1,3 2) 
g/ml Casiumchlorid ein. Nach Auftrennung der bei 1,30 g/ml 
Casiumchloridbandenden Fraktion fiber eine Gradienten-Poly- 
acrylamidgel-Elektrophorese werden in der Silberfarbung 
mehrere Bande unterschiedlic.hen Molekulargewichts dargestellt . 
Nach Transfer auf Nitrocellulose lassen sich im Western-Blot 
mit radioaktiv markierten IgG und Fab-2-Fragmenten von Non-A, 
Non-B Hepatitis-Patienten und gesunden Probanden Bance dar- 
stellen, die bei Extraktion gesunder Kontrollstuhle nicht 
auftreten. Insgesamt werden 4 Bandcn dargestellt, =wei gut 
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sichtbare Hauptbande mit einem geschatzten Molekulargewicht von ca. 
64.000 und 56.000 scwie zwei schwachere Bande mit einem geschatzten 
Molekulargewicht von 51.000 und 43.000. Die Banden mit Fab-2- 
Bruchstucken sind schwacher und zeigen einen hoheren Back- 
5 ground. Die Auftrennung von Rohstuhlkonzentraten ohne 

Casiumchlorid-Reinigung nach SDS-Page und Blotting zeigten 
in pqsitiven Stuhlen die beiden Hauptbande mit einem unge- 
fahren Molekulargewicht um 60.000. 

1Q Bei weiterer Analyse der Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten 
Partikel lieB sich DNA isolieren und mit herkommlichen Metho- 
den in Fragmenten klonieren. Diese klonierten DNA-Fragmente 
aus dent Stuhl von Non-A, Non-B-Hepatitis-Patienten konnten 
als DNA-Sonden fur die Ontersuchung des Stuhls, Serums, Leber- 
ig gewebe und Korperf lussigkeiten sowie Blutkonserven und Pias- 
maderivaten anderer Patienten mit Verdacht auf das Vorliegen einer 
Nbn-A, Non-B-Hepatitis verwendet warden. Mit den klassischen Hybridisie- 
rungsverfahren laflt sich so zeigen, ob in den unbekannten 
Stuhlen- DNA vorliegt, deren Sequenz der Non-A, Non-B-Hepa- 
2o titis-assoziierten DNA der erhaltenen Klone so ahnlich ist, 
dafl sich ein Hybridisierungssignal zeigt. Mit diesem weite- 
ren Nachweisverf ahren fur Hepatitis Non-A, Non-B-assoziterten 
DNA-Sequenzen konnten dann Proben von Profaanden unter _ 

sucht wexden auf das Vorliegen von Non-A, Non-B-Hepatitis- 
2s assoziierter DNA. Die bisherigen Ergebnisse legen nahe, daB 
es sich bei der Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz 
um ein Viruspartikel handelt und dafl es sich bei der isolier- 
ten DNA-Sequenz um eine Sequenz einer Virus -DNA handelt, wie 
das AufschluBverfahren einerseits und andererseits die Se- 
quenz selbst zeigen. 



35 



Die folgenden Beispiele erlautern die Erfir.dun. 



Bsispisl 1 



isolierung der Hon-A-Mon-B-Hepacizis asso 2 ii sr -_ en Subsranz 
aus Patier.c-ar.scuhl . 
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Verwendeter Puffer t Tris-HCl, pH 7,4: 0,05 N in alien Arbeitsschritten 

0 Aufarbeituno: 0,5 g Stuhl werden in 10 ml Puffer suspendiert, bet 8.000 g 
zentrifugiert und der Oberstand gesammelt. Der Ruckstand wird noch 
einmal mit 10 ml und anschlieGend mit 5 ml Puffer ausgewaschen. Die 
gesammelten Uberstande werden zentrifugiert (30 min., 10.000 rpm) und 
durch ein bakteriendichtes Filter filtriert (MtLUpace 0,22 urn). Der Ober- 
stand wird mit PEG 6000 (Endkonzentration 10% ha/. 0,4nbl/l) prazipt- 
tiert. Nach mindestens 2 und hochstens 12 Stunden wird das Prazipitat 
abzentrifugiert und tn 10 ml Puffer gelost. Diese Losung wird mit 10 ml 
Freon ausgeschuttelt, die Phasen durch Zentrifugation getrennt, die 
Freonphase noch einmal mit 5 mi Puffer gewaschen. Die Fallung mit PEG 
und NaCl (Endkonzentration 10% hew. 0,4 rid/1 ) wird wiederholt, das 
Prazipitat in ca. 800 ul Puffer aufgenommen. 

Die so erhaltene Losung wird mit RNase und DNase 1 Std. bet 37°C 
verdaut (800 ul PEG-Prazipitat in Tris-HCl-Puffer, pH 7,4; 0,05 Mj 2.800 
U RNase und 1.500 U DNase, proteasenfreie Praparationen, Boehringer). 
Isoiierungen, die nicht zur Extraktion von DNA dienen, konnen ohne diesen 
Schritt durchgefuhrt werden. 

Nach Verdauung mit DNase und RNase wird das Inkubat auf einen 
Casiumchiorid-Gradienten gebracht* 

Isolierung der Non-A, Non-B assoziierten Substanz uber einen Casium- 
chiorid-Gradienten. 

Die Zentrifugenrohrchen werden mit 1 ml Casiumchlorid-Losung mit einer 
Dichte von 1,4 g/ml gegeben und mit je 3 ml Casiumchlorid von einer 
Dichte von 1,3 g, 1,25 g und 1,2 g/ml iiberschichtet. Alle Casiumchlorid- 
Losungen werden mit dem oben genannten Puffer hergestelit, der Gra- 
dient wird mit 800 ul Stuhlextrakt iiberschichtet, die Zentrifugationsdauer 
betragt 65 - 72 Stunden. Temperatur + 1Q°C, rpm 31.000. Nach Beendi- 
gung der Laufzsit wird dor Gradient im untcren Bereich (Dichte 1,2 - 1,4) 
in Fraktionen von ca. 200 ul gesammelt, im oberen Bereich Dichte 1,1 . 
1,2 konnen groGcre Fraktionen encnommen werden. Die Dichte jeder 
Fraktion wird durch Messung des Brechnunasincex bestimmt. Aile Fraktio- 
nen v/ercen aucgicbig gegen Puffer dioiysiert und 50 p\ jeder Fraktion in 
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NANB- Assay auf Ndn-A, Non-8 assoziierende Substanz untersucht. Von 
den posftiven Fraktionen W ird die EiweiSkonzentration nach Lowry be- 
stimmt. 



Verif izierung und Charakterisierung der Substanz 
c) Herstellung einer Gradienten-Page 

Zwei Losungen mit verschiedenen Acrylamidkonzentrationen werden 
x 0 durch einen Gradientenmischer zu einem linearen Gradienten auf geschich- 

tet. Die Losung mit der h6heren AA-Konzentration enthalt auflerdem 15 
% Saccharose, urn Turbulenzen zu verhindern. Ansonsten sind die Losun- 
gen zusammengesetzt wfe bei LAEMMLI (1970) beschrieben. Dies gilt 
auch fur das Kammgel. 

Die dialysierten und evtl. eingeengten Fraktionen des Casiumchlorid- 
Gradienten werden mit 10 jjI SDS, 10 pi Glycerin und 5 /jI beta- 
Mercaptoathanol, 5 pi Bromophenolblau pro 100 pi Probe versetzt und 3 
Min. im Wasserbad gekocht. Danach werden sie mit 5 pi 0 r l%igem Pyronin 
20 ^ versetzt und auf das Gel aufgetragen. Laufzeit 3 1/2 Stunden, Spannung 

160 r 300 V, Stromstarke 4Q - 25 A, Leistung 20 VV. 

Ca. 5 Miru vor Ende des Laufes wird noch einmal 5 pi Pyronin aufgetragen 
und der Lauf beendet, sobald Pyronin das Kammgel durchlaufen hat. 
2S Das Gel wird entweder mit Silber gefarbt (WRAY und Mitarbeiter 1981) 

Oder ein V/es tern-Blotting durchgsfuhrt (TOV/BIN und Mitarbeiter 1979). 
Das Blotting wird .uber Nacht bei 0,5 A, anschiieQend 1 Std. bei 1 A 
durchgsfuhrt. 

30 d ^ Behandlung van Western-Blots 

Nach Beendigung des Blotting v,erden die verschiedenen Straifen (an den 
PyromnmarWarungen kenntlich) ausgeschni ttcn und mitgefiihrte Moleku- 
largewichtstandards mit Amide schwarz gefarbt. Probenstreifen werden 
2* - 72 Stunden in l%iger Gelatine P3S-Lo 5 ung geschuttelt. Die IgG- 
Fraktion eines Patienten bzw. die Fab-2-Fragmente dieser IgG-Fraktion 
werden mit 3a6 125 (Chloramin T) markiert: 0,5 mCi auf ICQ ua Protean 
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1 Dabei werden etwa 70 % der Aktivitat inkorporiert. Der Tracer, dessen 

~~] Volumen ca. 2 ug Protein entsprechen sollte, wird in 20 ml Gelatine/PBS 

verdunnt und damit die Streifen 12 Stunden unter Schutteln inkubiert, 
^ Danach werden die Streifen je 1 Stunde 3 x mit Gelatine-PBS, 2 x mit 

5 PBS-Tween 0,5 % und 1 x mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen der 

Streifen werden diese auf einen empfindlichen Rantgenfilm aufgelegt und 
bei -70°C 2-7 Tage exponiert. 
j Beispiel 2 

J Nachweismethode fur HNANB-assoziierte Substanz im Stuhl 

Polys tyrol Beads (Plasticball company, Chicago) warden rait 
Serum von rekonvaleszenten Patienten mit Non-A, Non-B-Hepa- 
titis in einer Verdunnung von 1:200 in Carbonatpuf f er, pH 
9,2, 0,01 Mol/1, 12 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die so beschichteten beads wurden mit 
phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS) 
ausgiebig gewaschen. Die Stuhlproben wurden in Form einer 

10 %-igen Stuhlsuspension (g/v) 2 Stunden bei 37 °C mit den 
« — 

wie oben geschichteten Polystyrol Beads inkubiert, danach 
ausgiebig mit PBS, die 0,5 % Tween 20 ent- 
hielt, gewaschen und danach 1 Stunde mit humanem IgG aus 
dem Serum von Rekonvaleszenten von einer Non-A, Non-B-Hepa- 
titis, das mit Jod 125 markiert war, bei 37°C inkubiert. 
Nach neuerlichem, ausfuhrlichem Waschen mit destiliiertem 
Wasser wurden die an die Beads gebundene Radioaktivitat in 
einem Gamma-C6unter ausgezahlt. Stuhlproben, bei denen" die 
gebundene Radioaktivitat den dreifachen Wert der Negativ- 
kontrolle erreichte, wurden als positiv fur das Vorliegen 
der Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz befunden . 

* 

30 Jede der beigefiigten Tabellen 1 bis 4 wurde wie oben be- 

schrieben erstellt und nach den angegebenen Kriterien aus- 
gev/ertet. Es v/urde f estgestellt, dai3 gemail Tabelle 
1 bei Patienten einer gesicherten Non-A, Nor.-B-Hepatitis 
diese Substanz in einem croflen Prosentsac: der F511e gecun- 
35 den v/urce , 

da,3 cemai Tab-lie 2 bei Verwer.dur.g dieses Assays fur diese 
^lor.-A, N'cp.-S-Hep2r itis . ass02iier .. 2 s _ ^ 

?atior.-er. kollektiv ~i- ^nor vi»i-»hi 
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schiedlichsn Lebererkrankungen, die aber nichts rait ein-r 
Non-A, Non-a-Hepatitis zu tun haben, die Substanz , ^ 
uberhaupt, nur in sehr niedrigen Prozentsatzen gefunden wird. 

Tabelle 3 zeigt, da fl m an wahrend der Untersuchung von 
PatientenJcoliektiven mit Hepatitis anderer Genese also 
entweder Hepatitis a oder Hepatitis B zu eine* sehr niedri- 
gen Prozentsatz die Non- A/ Non-B-assoziierte Substanz fin- 



>. x.t festzuscellen, dafl man bei den Non-A, Non-3-Heoatitis 
Fallen praktisch inuner, also fast 30* positive Befunde hat 
wohxngegen bei den Hepatitis A, Hepatitis A-Verdacht 
Hepatitis B und. Posthepatitis B Patienten die Zahlen erne- 
ixch niedriger liegen. 



Dxe relative hohe positive Anzahl fur die Substanz bei 
chronischen Hepatitis B -Patienten laflt vermuten, dafl es 
20 s.ch um eine Doppelinfektion n»it Non-A, Non-B und Hepatitis 
B handelt. 



25 
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■nit e lnec Bluttransfusion. die prinzipieu als Risifco- 

eil l T". 2U 5e " en habe "' " eil B1 «— -usionen hif t, 
Hon-A, S o n -B-Bapat iti s In£ektion eintritt £s » 

sicn um eine prospective Studie. 
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denen, die eine ganz raanifeste Hepatitis haben, in uber 
70 % der Falle diese Substanz nachweisbar ist. 

Beispiel 3; Isolierung von DNA aus dem Stuhl und Klonierung 
von DNA-Sequenzen und deren Einbau in entsprechende Vektoren. 

Einbau cieser DN'A in Klonierungsvektoren. 

Aus dem Stuhl von Patienten mit Non-A, Non-B-Hepatitis warden, wie in Bei- 
spxel 1 beschrieben, Non-A, Ifon-B-Hepatitis-assoziierte Partikel isoliert 
und, wie dort beschrieben, mit RNAs und DNAs behandeit und uber einen 
Casxumchlorid-Gradienten gereinigt und ausgiebig dialysiert. Die dialy- 
sxerten Fraktionen warden auf die oben beschriebene Art auf die Anwesen- 
heit von NANB-assoziierter Substanz untersucht. Die Fraktion 
der Dichte von 1,3 g/ Bl * Casiumchloridgradienten wurde mit 
50 ^.rogramm Proteinase K, 1 % S DS und EDTA in einer End- 
konzentration von 10 mM/1 6 Stunden bei 37 'C vercaut. 
Proline wurden durch Extraction" mit 80 %-igem Phenol 
(Gewxcht/Volumen) und Chloroform entfernt, und daraufhin 
die xn der wassrigen Phase geloste DMA in Gegenwart von 
0,3 hoi/1 Natriumacetat mit einem zveieinhalb-rachen Volur.en 
an Athanol fur 60 Stunden bei -70'C gefSnt. Danach ,, urde 
zentrxfuciert: und das Sediment einmal mit 70 S-igem Str — 

gewaschen, getrocknet und daraufhin in TE-Pirffei- ^ * u 

Tris, s « 3 o , , xn TE Puffer bestehend aus 10 nnol/i 

r« 3,0, una 1 Tmol/1 EDTA, in einem Volmn.nv.rhSl t- 
nxs von eine. Mxkroiiter/5 mg auf gearbeitetem Stuhl 

aurcenorrjnen. ' 
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I: 1 ;"" 1 "" di2Ser MA.Staailosung warden in einen, Gesanc- 
rea, .on.voiun.en von 50 Milliter .it 6 Einheiten Klenow- 

Polymerase (D::a- Polymerase I . grcOes Fr^ Q x - , 

' y vUes tr agnieni:), 1 Micro- 
liter einer Losunc von dAT? , dTT? una <*m 

/ ^4.*. unu ggt? , jewel is in 



von I ,-n.M/l, sowie 5 Mikr-litcr alpha- 
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Danach wurden 2,5 Mikroliter einer 1 mMol/i dCTP-Losunc zu- 

lTr e " Mddl6 ?r ° be SinS WeitSre StUnde bei ^temoe- 
ratur xnxuoxert. Mach Inaktivierung des Enzyms durch Erh* c- 

zen auf 68«C f(ir 10 Minuten wurde die Reaktion*,* 

5 n<r =k «eaktionsloung auf 

0 C abgekuhlt. Danach wurde das Reakfcion^ • 
m'^ 5 . Reak tionsgenusch =usaramen 

mxt 2 Einneiten T4-DNA-Ligase, 1 .Mikrogramm phosnhorviie— 
EcoR-I-Linker und 6 Mikroliter 10 mM ATP-Losung fur 'l6 Stun 
den bei 16«C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde danach " 
auf eine Endkonzentration von ISO mMol/i NaCl eingestell* 
10 und mit 240 .Einheiten EcoR-l Restriktionsendonuclease (30 

Einheiten/Mikroliter) 3 Stunden bei 37 - C verdaut. Die Reac- 
tion wurde durch Zugabe von 5 Mikroliter 80 Wgem Phenol' 
und 1 Mikroliter 20 %-igem SDS gestoppt. Die radiooktlv aa, 
kzerte und mit Linkem versehene DNA wurde von Sa! = una 

15 nicht legierten Linkem uber eine Sepharose 4B-CL-Saule 
(3 ml Saulenvolunen,. 25 cm Lange) abgetrennt und mit 2 5 
Volumina Sthanol 16 stunden bei -70'C gefallt. Die oraz-- 
tierte DNA wurde 10 Min. bei 14.000 g zentrifugxer::" und'd^s 
- Sediment bei 150 Mikroliter 70 %-igem Alkohol gewaschen, ce- 

20 trocknet und in 10 Mikroliter TE-Puf fer auf genommen . 

TrlZ^L*'' E±Db ™ ^ iS ° lierten DNA lambda-Phagen und 
Transfektxon auf Bakterien. 

25 Zur Ligation mit der Vektor-DNA wurden 2 Mikrcgra=m DJJA des 
Phagen-lambda 1149 m it 2 Einheiten EcoR-l C4 E/Mikrcii te-) 
in einem Gasamtreaktionsvolumen von 6 Mikroiiter (Tn-ubV 
tionspuffer nach Angabe des Enzymherstellers (Boeh-nger 
Mannheim) 1 Stunde bei 37«c inkubiert. Dar.n wurde das En-*-, 

30 durch 10-minutiges Erhlteen auf 63 »C inaktiviert. D- Se t V 
sung wurde mit 3 Mikroliter markierter DNA, die vi* iia vo t< - 
gen Beispiel beschrieben, isoliert wurde, 1 Mikroliter 5 
AT? und 1 unit T4-D:iA-Ligase bei Raumtcmperatur liciert. " 

4 Mikroliter dieses Rea!'tiMein e ,i 

-s Kea..ticnsansatses vurder. in la.-?.bda-?>^- 

qr genhullcn verpackt (unf"- "pruonn,,.- 

Jo 1 — • erwencur.g eines fc-;' u er ^,-. 

kur.gsexcrakts der Fi~a Girra-Pac'- y ecc ^ " ' 

^ cieson verpac^on Phage- .., urdo dor Esc ,.__._ , _ 



WO 88/06184 



PCT/EP88/00123 



-11- 

NM 514 inf iziert. Zum screening auf das Vorhandensein einge- 
bauter DSA wurden ca. 10 3 "plaque forming units" auf 22 x 22 
cm screening plates der Firaa Nunc ausplattiert und uber 
Nacht bei 37 "C inkubiert. Phagen-DNA wurde auf Nitrozellu- 
losefilter durch Abklatsch ubertragen und die so erhaltener. 
Abklatschf liter wurden mit 1 Mikroliter der oben be- 
schriebenen radioaktiven DNA Stammlosung geraafl Maniatis et al. 
(1982) hybridisiert, gewaschen und 6 Std. bei 70°C autoradiographiert. 

Von 70 positiven Hybridisierungssignalen wurden 17 zugeord- 
nete Phagenkolonien in einer Dichte von ca. 5 Plaques pro 
cm ausplaziert. Nach plaques purification nach BENTON und 
DAVIS (1978) wurden von den schlieBlich erhaltenen 16 
15 positiven Plaques Lysate hergestellt. Mehrere dieser Phagen 
enthielten DNA-Inserte in einer Lange zwischen 0,3 und 
etwa 1,5 KB, die mit einer Probe der urspriinglichen DNA- 
Stammlosung hybrid! sierten. 
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Belspiel 5: Charakterisierung eines DNA-Fragmentes von 0,45 KB 
und Subklonierung dieses Fragmentes in einem Plasmid PUC 19 
in Escherichia coli, ' 

Das DNA-Fragment wurde durch Verdauung mit entsprechenden 
Restriktionsendonucleasen (EcoR-I) unter den oben bereits 
beschriebenen Bedingungen aus dem der Phagen DNA entfernc, 
das Fragment dann auf Agarose Gel von der lambda-Phagen DNA 
getrennt und die dem Insert entsprechende DNA-Bande aus dem 
Gel ausgeschnitten und eluiert. Die solchermaBen isolierte Insert-DNA wird 
dann genau wie oben beschrieben, in Vektor-DNA PUC 19 hineinligiert 
und dann auf Escherichia coliSfcann DH 1 transf iziert . Nach 
Selektion von Bakterienstammen, die dieses Plasmid mit dem 
eingebauten Hepatitis Non-A, Non-B-DNA-Insert aufgenommen 
haben und vermehren wurde die Zuchtung dann durchgciuiarc und 
wie bei T. Maniatis et al. 1982, in "Molecular Cloning, a 
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laboratory manual," beschrieben, auf gearbeitet. 

F 

Das gleiche Insert wurde radioaktiv markiert 

und mit Southern-Analyse auf Hybridisierung* 
nit dem DNS-Ausgangsraaterial, DNS-Extraktionen aus Stuhlen 
von Kontrollpersonen, Hepatitis B-Virus-DNS und Escherichia 
coli Plasmid PBR 322 gepriift. 

Beispiel 6: Nachweis von Non-A, Non-B-assoziierter DMA in serum 



2 - 5 ml Serum werden bei 150.000 g 2 Stunden z.entrifugiert. . 
Das Sediment wird in 200 ul Proteinase K-Losung (0,5 mg/ml + 
.10 mmol EDTA) bei 37'C 1 Stunde verdaut. Danach werden zu 
dieser Losung 165 jii einer heiB gesattigten Natriumjod Losung 

15 (2,5 g Natriumjodid/ral H 2 O r 75 °C) gegeben (Endkonzentration 
12,5 M) . Diese Losung wird 10 Minuten auf 90 °C erhitzt und 
unmittelbar durch Nitrozellulosefilter mittels Vakuum 

filtriert (Dot-Blot-Apparatur, Schleicher + 
Schuii) . Nach der Filtration wird die Nitrozellulosefolie 

20 3 x rait 70%igem Athanol gewaschen und darauf 10 Min. bei 
Raumtemperatur in 100 ml Essigsaureanhydrid (100 ml 0,1 M 
Triathanolamin + 250 ul Essigsaureanhydrid) inkubiert! Nach 
der Inkubation wird die Folie .im Vakuum bei 80 °C 1 - 2 Stunden 
gebacken. Die trockene Folie wird in Vorhybridisierungs losung 

25 gebracht und 3 Stunden bei 65 °C inkubiert (6 x SSC, 1 x 

Denhardt, 0,5 % SDS, 20 ug/ml Hitze denaturierte Herings- 
sperma-DNS entsprechend den Angaben in: Maniatis, Molecular 
Cloning, 1982). Mittels Nick-Translation (siehe Maniatis, 
Molecular Cloning, 1982) mit 32P-raarkierte Probe "" 

30 at >er Nacht unter Prahvbri- 

disierungsbedingungen inkubiert. Danach wird die Nitrozel'lu-' 
losefolie 3 x gewaschen (1) 6 x SSC, 1 x Denhardt, 0,5 % 
SDS, 20 ug/ml Heringssperma-DNA, 2) . 1 x SSC; 0,5 °> SDS * 
1 x Denhardt, 3). .0,1 x SSC + 0,05 * SDS). Nach'Trocknen 

3 5 der Folie wird diese auf einen Rontgenf i lm ( Ko da!-: X-Omat) 
aufgelegt (Autoradiographiezeit 6 Stunden bis 2 Taae bei 
-70°C). 
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Bei Seren mit hohem Gehalt an HNANB-Viren kann die Ankonzen- 
trierung von 2-5 al Serum durch Zentrifugation entf alien uri die Stem rech 
Proteinase-K-Verdauung entsprechend der Methode (Seelig et al. 
5 Klinikarzt 2/1985, Seite 86 ff) direkt auf Nitrozellulose 
aufgetragen werden. (s. Bsp. 7) 

Beispiel 7; HNANB-ONA-Nachweis im Serum 

1Q 200 ul Serum werden mit 75 ul Proteinase K-Losung (Boehringer) (4 mg/ml) und 
25 ul 0,5 M EDTA bei 37°C 1 Stunde inkubiert. Das Inkubat wird mit 100 ul 1 N 
NaOH 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und mit 250 ul 2 M NH*OAc 
neutrallsiert. 500 ul des Ansatzes (entsprechend 181 ul Serum) werden auf 
Nitrozellulose aufgetragen (Dott-Blott-Apparatur Schleicher + Schiill). Mach 
lg nochmaliger Neutralisierung mit 250 ul 2 M NaH^OAc werden die Filter in 
Vakuum bei 80°C 45 Minuten getrocknet. Die Filter werden in 6 x SSC*, 0,5 % 
SDS**, 1 x Denhardt-Losung*** un d 20 ul/ml Hitze denaturierter (5 Minuten, 
100 C) Heringsperma-DNA bei 65°C 3 Stunden prahybridisiert. Zur Hybridi- 
sierung die uber Nacht unter Prahybrtdisierungsbedingungen erfolgt, wird das 
2Q durch Nick-Translation mit 32P-markierten Inserts der Phagenclone 
verwendet (spezifische Aktivitat ca. 1 - 2 x 10 9 cpm/ug DNA). Die Filter 
werden danach jeweils einmal 20 Minuten bei 65°C mit 6 x SSC, 1 x Denhardt- 
Losung, 0,5 % SDS, 20 ug/ml denaturierter Heringssperma-DNA, danach mit 1 
x SSC, 0,5 % SDS 1 x Denhardt-Losung und 0,1 x SSC, 0,05 % SDS gewaschen 
25 und bei 80°C getrocknet. Die Autoradiographie erfolgt mittels Rontgenfilm 
und Verstarkerfolie (intensiv fying screens Kodak) mit einer Autoradiographie- 
zeit von 6-48 Stunden bei -70°C. 



30 



20 1 x SSC (Standard Saline Citrat) entspricht 3 M NaCt, 1,5 M Natrium- 

** SDS Natrium dodecylsulf at 

*** o°°. X P enha rdt-L6sung entspricht 2 % FicoII . 2 % p 0 i yv invipvroIidon, ? n h 
Bovm Serumaibumin. * 
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Beispiel 8 

Dieses Beispiel zeigt eine einfachere variante bezuglich der 
Probenvorbereitung zum Dot Blot: 

1 ml serum wird mit 350. ul Proteinase K-L5sung (3 mg/ml 
Proteinase K, 10 mM TRIS pH 7,5, 0,5 mM EDTA, 0,5 % SDS) und 
125 / ul 0,5 M EDTA -30 Min. bei 37°C inkubiert. Darauf wird 
die Losung rait 8 ml 2 M TCA (pH 7,0), 3,2 ml 2 MNH * A , 
20^1 t RNA (10 mg/ml) und 5,3 ml H-0 auf 16 ml verdunnt 
und die DNA mit 10 ml isopropanol bei Raumtemperatur fur 30 
Min. gefallt. Die DNA wird abzentrif ugiert (15 Min. bei 
8000rpm) , das Pellet mit 2 ml 70 % Ethanol gewaschen und in 
600^1 10 mM TRIS pH 8,4 und 1 mM EDTA auf genommen, einmal 
mit Phenol, einmal mit chloroform extrahiert und nochmals 
gefallt. Aliquots der gefullten DNA konnen fur die Dot Blots 
Oder fur Restriktionsanalysen eingesetzt werden. 

Die Darstellung-von partikelassoziierter DNA aus Stuhlproben 
erfolgt in gleicher Weise. Stuhlsuspensipnen werden 
aller dings vorher steril filtriert und mit PEG gefallt. 

Beispiel 9 

Wenn nur relatiy wen ig der N— A, N-B-assoziierten substanz 
vorliegt, hat es sich als zweckmaBig erwiesen, die DNA durch 
Amplif izieren nachzuweisen: ' • 

Der Nachweis von Non-A, Non-B-DNA im Serum kann zweckmaBig 
durch Hybridisierung mit radioaktiv markierter klonierter 
Non-A, Non-B-DNA-Probe nach vorangehender spezifischer 
enzymatischer DNA-Ampiif izierung nach bekannter Methode 
(SAIKI et al.. Science 230, 1350, 1985) erfolgen. 
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25^ul Serum + 50^ul NaJ (gesattigte Losung) 'inischen und 
2 Min. bei 37°c inkubieren, danach 10 Minuten bei 0°c 
inkubieren. Das mkubat wird auf eine Polycarbonatmembran 
(z.B. Dni Pore von Firma BioRadLab) gegen TE-Puffer (10 mmol 
Tris; lmmol EDTA) 20 Min. dialysiert. 5^ul des Dialysats 
werden fur die spezifische enzymatische DNA-Ampl if ikation 
entnomraen. Die Amplif ikation erfolgt nach bekannter Methode 
(SAIKI et al. 1985) mit Hilfe von je 0,5 ^ug Oligoprimer 
(Paar A und B bzw. c und D). Die Oligoprimer-Paare werden 
nach bekannten Sequenzierungsdaten mittels eines 
DNA-Synthesizers (Applied BioSystem 381) hergestellt. Nach 
Amplif izierung wird das Reaktionsgemisch auf einem 2%igen 
Agarosgel elektrophoretisch aufgetrennt, danach auf eine 
Nylonmerabran (Genofit) transferiert und mit einer nach 
FEINBERG et al. 1983 (Annal. Biochem. 132, 6-13) mit 32 P 
markierten klonierten HNANB-DNA-Probe hybridisiert. Nach 
Autoradiographie werden positive Resultate anhand 
mitgefuhrter Standards und Langenmarker identif iziert . 

Beispiel 10 

Nachweis von DNA in gepruft infektiosem Plasmaderivat : 
Renger p. et al. verof f entlichten in "Deutsches 
Gesundheitswesen" Vol. -36, S. 560-563 (1981) eine Studie 
uber eine kontrollierte Hepatitis Non-A, Non-B-Epidemie, 
ausgelost durch die Applikation infektioser Antirhesusf aktor 
D Immunglobulinpraparate. Die Herkunft dieser kontaininierten 
Praparate konnte vollkommen aufgeklart werden. Nach 
Applikation dieses anti-D-Praparates erkrankten 79 % von 116 
immunisierten schwangeren Prauen. Dieses anti-D-Praparat 



WO 88/06184 PCT/EP88/00123 

-16- 

. (Charge I Ampulle a und c) sowie eine Charge rait niedriger 
— j Infektiositat (charge n Ampulle b und D), die durch das 

selbe Saulensystem gereinigt wurde, standen zusammen mit. 
Kontrollpraparationen (Gammavenin, Endobolin, Rhesonativ) 
zur Verfugung. Diese Praparationen wurden zusammen mit 
Pufferkontrollen, Hepatitis B-Virus-haltigera Serum, 
Positivkontrollen mit clonierten Virus-DNA-Fragmenten 
eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mittels DNA-Amplif ikation 
durch die Primer 237-238 (entstammen dem 0,4 Kb 
10 EcoRi-pragment) . 
Ergebnisse: 

in mehrfachen, unter verschiedenen Bedingungen 
durchgefuhrten Experimenten, fand sich nach Amplifikation 
ein starkes signal in der Charge I (Ampulle a und c) , ein 
schwaches signal bei guter Amplif ikationsausbeute in der 
Charge II (Ampulle b und D). Die drei Kontroll-Lyophilisate 
Gammavenin, Endobolin und Rhesonativ ergaben kein Signal.. 
Der zusatz von Hepatitis B-Virus-Genomspezif ischen primern 
zu den verschiedenen Gammaglobulin-Praparationen ergab 
ebenfalls keinen Hinweis auf die. evtl. Kontaminierung rait 
Hepatitis B-Genom. Die mitgefuhrten Kontrollen dienten der 
Beurteilung der Effizienz der Amplifikation sowohl mit 
HBV-spezif ischen Primern als auch mit Non-A, 
Non-B-spezif ischen Primern. Der Nachweis der Identitat der 
in der infektiosen Charge. befindlichen DNA rait der DNA aus 
den Feces eines Patienten mit Hepatitis Hon— A, Non-B 
sprechen fur die identif izierung einer in Hepatitis Non-A, 
Non-B-implizierten DNA. 
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Die ontersuchung von weiteren 57 Stuhlproben von Patienten 
mit sporadischer und posttransfusioneXler HNANB mittels 
Radio immunoassey wie in den vorhergehenden Beispielen 
beschrieben und im Dot-Blot-verf ahren, ergab eine 
signifikante Korrelation der beiden Ontersuchungsverf ahren 
hinsichtlich nachweisbarer HNANB-assoziierten Substanz (ria) 
und nachweisbarer DNA (Dot-Blot, siehe Beispiel 7). 
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Die beigefligten Abbildungen erlautern die Erfindung: 
Fig. 1 ist die seguenz des Genoms 

Pig. 2 ist eine Ubersicht liber die Schnittstellen mit EcoRl 

sowie die offenen Leserahmen und Leseraster 
Fig, 3 und 

Fig. 4 zeigen den Plus- und Minusstrang einer ca. 0 f 3 Kb 
Sequenz, also einer Teilsequenz des Genoms 

Fig. 5 zeigt den offenen Leserahmen, und zwar die 
Leseraster 1A, 2A und 3A/ und 

Fig. 6 zeigt den offenen Leserahmen fur die Leseraster IB, 
2B und 3B. 

Die Sequenzierung der in den Figuren beigefugten Sequenzen 
erfolgte nach der Sanger-Methode nach Umklonieren von PUC 8 
in M 13 bzw. Bluescript Vektor. 

Die Charakterisierung dieser in Fig. 1 gezeigten 
ursprunglich vorliegenden aus Stuhlisolaten isolierten DNA 
zeigt, daB es sich ura eine partiell doppelstrangige 
zirkulare DNA handelt. 

Die DNA zeigt Verwandtschaf t mit HBV-DNA . Wenn ein 

kloniertes 0,45 Kb Fragment oder gereinigtes Stuhlmaterial 
32 

mit p markiert und in einer Southern-Analyse an HBV-DNA 
hybridisiert wurde, ergaben beide proben ein Signal, 
allerdings etwa 1000-fach geringer als mit sich selbst. 
Plasmid pBR 322 und Lambda Phage ergaben kein Signal, in 
Vorversuchen konnte die gereingite Stuhlprobe, ohne 
denaturiert zu werden, sehr gut mit dem kleinen Fragment der 
E.coli Polymerase markiert werden. 

Mit Klenow Polymerase behandelte Stuhlprobe migrierte in 
einem Agarosegel deutlich langsamer als die unbehandelte 
Probe. Dies spricht dafur, dafl die untersuchte DNA, ebenso 
wie HBV-DNA f partiell doppelstrangig ist. Die Ergebnisse und 
Behandlung mit Restriktionsen2ymen und Pr imerextension 
beweisen eine circulare Struktur der DNA. 
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Die mehrfach durchgefuhrten Sequenzanalysen beider DNA 
Strange ergaben 4998 Basenpaare. Die Sequenz ist vom 5'- zum 
3'-Ende dargestellt, die Nununerierung mit 1 beginnt im 
ersten Nucleotid des 2,5 Kb EcoRl-Pragments in dem 
DNA-Strang, der die grofien offenen Leserahmen enthalt (siehe 
Abb. 2). Ein in der Darstellung nicht gezeigtes DNA-Fragment 
von ca. 10 bis 20 Basenpaaren wurde experiment ell 
nachgewiesen und grenzt an die 2,5 und 1,5 Kb 
EcoRi-Fragmente und bedingt also den RingscbluB der linear 
abgebildeten DNA (vgl. Abb.2). Der Nachweis dieses Fragments 
wurde durch ein Ampiifikationsexperiment erbracht, wobei 
gereinigte Virus— DNA mit Klenow Polymerase und den beiden 
synthetischen Primern 13 und 17 inkubiert und die 
DNA-Sequenz zwischen den Primern mehrfach amplif iziert und 
nach Elektrophorese durch Southern-Analyse nachgewiesen 
wurde. Da die beiden Primer an den beiden Enden der 
sequenzierten DNA liegen, kann eine Amplif izierung eines 
Fragmentes nur erfolgen, falls die DNA zircular vorliegt. 
Das Virus-Genom besitzt damit eine Gesamtlange von 5.010 bis 
maximal 5.050 Basenpaare. Dieses Resultat wird zusatzlich 
durch unabhangige Southern-Analyse des Genoms bestatigt. Die 
Restriktionskarte des Genoms liegt vor. Die Reihenfolge z.b. 
der einzelnen EcoRi-Fragmente ist: 1,5 / 0,45 / 0,3 / 0,15 
und 2,5 Kb. 

Bezuglich besonderer Merkmale der Sequenz ist auszufuhren, 
das eine lange palindromische Sequenz (Hairpin) zwischen den 
Basenpaaren 2.097 und 2.149 am Ende eines offenen 
Leserahmens liegt (pos. 4, Abb.. 2). 

An der Position 424 und 3.303 befindet sich je eine 
"CTG"— Box. Bei der CTG-Box von 3.303 befinden sich auch 2 
Repeats, die Sequenzhomologie mit den direkten Repeats der 
Hepadnaviridae aufweiseri. 
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Die offenen Leserahmen finden sich hauptsachlich nur auf 
einem Strang. Der andere Strang ist wie bei Hepatitis 
B-virus-DNA bis auf kleinere Peptide geschlossen. Wahrend 
der offene DNA-Strang ohne weitere Modif izierung fur 
Proteine bis zu Molekulargewichten uber 40.000 codieren 
kann, sind im Komplementarstrang weite Bereiche aller drei 
Leseraster geschlossen bis auf 5 Peptide von einem kleineren 
Molekulargewicht von ca. 6.000 (siehe Abb. 2 und Abb. 5 und 
6). 

Alle aberlappenden Clone ergaben fur die gleiche Sequenz 
identische Resultate rait einer Ausnahme, wo an der Pos. 
2.381 in einem Pall G, in einem anderen Fall a gefunden 
wurde. Ein Sequenzierfehler ist auszuschlieBen. 

Das gibt einen Hinweis darauf , was durch weitere Befunde 
bestatigt wird, das Abweichungen von einigen Prozent, 
insbeondere 1 bis 2 %, in der Regel keinen EinfluB auf die 
Punktion der Sequenz haben, so das funktionelle Xquivalente 
Abweichungen bis 5 %, insbesondere bis 2 % von der 
Grundstruktur haben konnen. Das gleiche gilt auch fur die 
von solchen DNAs kodierten Proteinen. 

zusanunenf assend laflt sich somit folgendes sagen: 
Die Non-A/ Non-B-assoziierte substanz ist gekennzeichnet 
durch die signifikante Bindung an Immunglobuline und die 
Bindung an Fab2-Bruchstiicke gereinigten IgGs, durch Bindung 
an nicht kollagenbindende Fibronectinspaltprodukte sowie 
durch die Inf ektiositat gegenuber menschlichen 
Zellkulturlinien, die morphologisch darstellbar sind durch 
virustypische Veranderungen derselben und molekulargenetisch 
durch den Nachweis einer spezifisch hybridisierenden, 
gelelektrophoretisch bei einer scheinbaren GroBe von 3,2 KB 
wandernden DNA ( ungeschnitten und unter nativen 
Bedingungen) , innerhalb dieser zellkulturen. 
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1 Die in den infizierten Zellen sowie im Serum von Non-A, 

Non-B-Hepatitis-patienten nachweisbare DNA hybridisiert mit 
der aus Non-A, Non-B-Substanz isolierten, ca. 5 KB groBen 
DNA bzw. der aus diesem Material hergestellten klonierten 

5 DNA. 

Die gesamte Sequenz von ca, 5.000 Basenpaaren gemaB Pig. 1 
und eine Teilsequenz von ca. 300 Basenpaaren gemaB pig. 3 
und 4 der klonierten DNA wurden bestimmt und mit bekannten 
10 menschlichen DNA-Sequenzen, Phagen-DNA-Sequenzen, 
Plasmid-DNA-sequenzen und bekannten publizierten 
Virus-DNA-Sequenzen verglichen. Sie entsprechen nach diesen 
Daten keiner bisher beschriebenen Sequenz. Nach dem offenen 
Leserahmen der sequenz kann man Ruckscblusse auf die 
15 kodierten und exprimierten virusspezif ischen Proteine 
Ziehen. Damit kann man die hydrophilen und hydrophoben 
Regionen innerhalb der Peptide identif izieren und somit ist 
die Herstellung synthetischer Peptide aus den moglichen 
antigenen Epitopen in den hydrophilen Regionen moglich. 
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Die gefundene DNA/ insbesondere die auf dieser DNA sich 
befindlichen Gene konnen zur insertion in entsprechende 
Expressionsvektoren, wie Zellen und Bakterien (z.B. E.coli 
und Hefen, wie syccharomyces cereviciae sovie zellkulturen) , 
und damit zur Herstellung von Virusantigenen benutzt werden. 
Damit ist die Diagnostik und die Herstellung von 
immunreagentien und Vaccinen mSglich. Bei der Diagnostik 
sind insbesondere die Untersuchung auf Inf ektiositat 
(Blutkonservenuntersuchung) und die Diagnose einer akuten, 
chronischen oder zeitlich zuruckliegenden infektion zu 
nennen. in Zellkulturen hergestellte Antigene sowie die 
entsprechenden, durch diese Virus-DNA in vivo und in vitro 
synthetisierten Proteine konnen zur Erstellung 
immunologischer Diagnostika benutzt werden. Die DNA-Sequenz 
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laBt sich zur Identif izierung potentieller Virusproteine und 
deren synthetischer Herstellung, also die Herstellung 
synthetischer antigener Peptide, verwenden, ebenso wie sich 
die DNA bzw. DNA-Teilsequenzen zur Herstellung synthetischer 
DNA Oder RNA bzw. DNA- Oder RNA-Fragmente und fur den 
Einsatz derselben als Sonden oder Primer fur die Diagnostik 
einsetzen lassen. SchlieBlich kann man die DNA bzw. die 
erstellte DNA-Sequenz zur Herstellung synthetischer viren 
( vollkommene DNA-Synthese) und zur insertion von 
synthetischer DNA oder DNA-Fragmente in entsprechende 
Vektoren verwenden, um virusexpressionsprodukte zu erhalten. 
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PatenfcansprunKo 



t*L~ " 1 s ° Kie ^"^"e «^™x«f una 

Teiisequenzen davon. 

2. ^B-Hepatltis assozUerte DHA »a=h AnsprUch lf 
daaurch gekennzeichnet. aa* sie haohstens 5 %, in.. 
besonaere hoohstens 2 , von a „ struktur 

una/=aer aer Kettenlinge aer DMA nach Pi g . x 2eigt 
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3. NANB-Hepatitis assoziierte DNA nach Anspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, daB sie partiell doppel- 
strangig zirkular und aus einem NANB-Hepatitis 
assoziierten Partikel bzw. aus Virus isoliert ist. 

4. DNA-Teilsequenz nach Anspruch 1 -3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl sie Fig. 3 bzw. 4 mit maximal 

5 %, vorzugsweise maximal 2 %#Abweichung entspricht. 

5. Proteine, dadurch gekennzeichnet, dafl sie durch eine 
DNA nach Anspruch 1 bis 4 kodiert sind Oder derart 
kodierten Proteinen entsprechen. 

6. Proteine nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl 
sie den Sequenzen der offenen Leserahmen geraafl 

Fig. 5 und 6 entsprechen. 

7. Verfahren zur Herstellung der NANB-assoziierten DNAs 
nach Anspruch 1 -4 (sowie der Proteine nach Anspruch 
5 und 6) aus Stuhl, Gewebe, Korperf lussigkeiten 
oder Viruskulturen, dadurch gekennzeichnet, dafl 

das Ausgangsmaterial , ggfs. nach vorheriger 
Sterilfiitration und Fallung mit PEG bei Stuhl- 
suspensionen, mit DNase und ggfs. RNase zur Verdauung 
inkubiert wird, dann ein Dichtegradient, insbesondere 
CsCl, d = 1,3, angelegt wird, worauf Dialyse, 
Verdauung mit Proteinase K, Phenolextraktion, Athanol- 
fallung und ggfs. Extraktion und erneute Fallung 
und Isolierung sowie ggfs. Klonen und ggfs. 
exprimieren in entsprechenden Vektoren erfolgen. 

8. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 4 ais 

DNA-Sonden zur Diagnose, insbesondere nach klassischen 
Hybridisierungsverf ahren, oder zur Expression in 
geeigneten Vektoren. 
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9. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 4 zur Synthese 
von Proteinen zur Erzeugung immunologischer Reagentien 
fur den Nachweis von NANB-Hepatitis und zur Erzeugung 
von Impfstoffen. 

10. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 4 oder der 

auf diesen DNAs befindlichen Gene bzw. der ehtsprechen- 
den DNA-Sequenzen zur Herstellung synthetischer 
Viren und zur. Insertion der naturlichen oder synthe- 
tischen DNAs oder DNA-Fragmente in entsprechende. 
vektoren zur Bildung von Virusexpressionsprodukten 
und zur Herstellung von Virusantigenen. 
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PILE: TONGA. DNA 



SEQUENCE: 4998BP; 996 A; 1130C; 1087 G; 



*** SEQUENCE LIST *** (DOUBLE) 

i0 20 30 40 sn 

5 ' SSS^E TCna^lTG ATTCTGATGT TGCCTCCGGT GCTTCTGOTC TTCTTOGrS 
3' CTTAAGACGG AGAAGACAAC TAAGACTACA ACGGAGGCCA CGAAGACCAG AAGAACOGOC 

80 90 100 Tin i_-j>-v-. 

romraac smrsoaa ramanr aasmci aasmS ttotoS 

«««^C TtSMroajT GCWAGUM S 

""M Knsarana gsasggcggt tosoggsJ^ ciiiim mr^f f 

J^^n^roi ac^httogg toctcctgqc gcicigctca ttgcccitsf Tn»rinn^i2 
*ae«M»x ra^u^cc m^coccg SS 

270 2 80 290 300 



GTOGGCCTCG GEVTITATAA GTTCGTAAAG GA3TGGTTGC CKTGrrzrZr mm. ?°° 

°GCGS»GC CMGCaiTTC S 

- - JJ,U 330 340 ocn 

GAGAACOGCA AAAATGGAGC AAATAGQGGT TACACGAAAG ATAAAQGAAA AAACCGAAAC 

CATGAAAACC GTTGAAATAA AACCAAACAG AAAACGAAAG CGAACAACCG AAACAAGAGA 

9J^GCCTTTG GGATGGAGGT GATAAAIAGT GGAAATCCCT AITOTTATCA ATACTTrarr 
CACCGGAAAC GCTAGCTCCA CTATTXATCA CCT1TAGGGA TAATAAXACT TATGAAC0CA 

J^CTGAC GGCGTTACCG TCTAIACAGT GCAGTATAAA GATGGTAGCA CTTGCtJIt 
ACTACGACTG CCGCAATGGC AGA32ATGTCA. CGTCAXAlTr CTAOCATOGT GAACGCTATA 

TMTATTGAA TCTCCTGACC TCCGCGAAGG TTATGTGCCG nnr^nlH >* 720 

****** SB SS S S 

TGAGGGGAGT TTAACCGCTT ATGATGACCG OGCAGCAGAT anv^JIS ™ 780 

«o«mg S 

TCTCCCTAAC GTCTCTAATA GTITCACTAC TATTAtoSS !f£ 

255SS SSSgg JSSSE'SSS ™^ 

910 920 ACGTGTI ?^ GCCGATATGC AGACTTTCCA TAAGGATATT 

35 CAGCTCGACT CAACTTATTC AGCTTCCTTA toyt,^! ^ 950 960 

sn-oa £SS "gg-cg ™=r 
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1 970 980 990 1000 1010 in?n 

ISSS SSS? dTGTCITCG TTACTACTGT 

^^^^^030 ^^^^1040 ^^^^^050 ^^^1060 ^^^070 ^^^^loao 
TACTTGGATT AAAAACGCGA TITGGGGGOG CATCAGTEAA TGGAAATTCT ACCTTTAPar 

^^^^^090 ^^^VMin AAACCCG0GC GTACTCRATr AQCTTXAAGA TGGRAATGTC 

5 ___ 1100 1110 1120 1V30 11 /in 

TATTCTTTCG GTATdTCrC TGTQOCOGAA ATTGGCTATT TCATTGTCTT CGCTGCTGTT 

^^^^^^?sn ^"^^vi'en ^"^^^TT 'EAACCGATAA ACTAACAGAA G0GAGGACAA 

1160 1170 1180 HQn nnn 

TICTCTnGT TGCTOCTOCT GCTCCGTCGG TGACAGGTGC CAIAAAIATT ATTAIGAAAG 
AAGAGAAACA ACCAGGAGGA CGAGGCAGGC ACTGTCCACG GTATTTAIAA TAMACTTPC 

x^iu 1220 1230 1240 1250 I7fin 

10 A^SS SSIS ™^CTAC GCIGCITKX: TTGGTCGGTG 

CIACEACTGA AGTCOOGCGA raAGAAGAT AAGAGCGATC CGACGAAAGG AACCAGCCAC 

££_ /u 1280 1290 1300 1310 n?n 

ACTIOTTAC CTOGATCATT ACTTGGATCG GTCAGCTCAT TCATCTCIAT GW3TCT«fir 

fff" 1340 1350 1360 1370 nan 

omiTciccr tgtcitogtg imcrcAcm togogqgcat ron u S S mt™? 

^^^*^*1390 ^^^1400 ^k&2AGTC?jF AOTQ000GIA ACAAGAGGCA TAGGAAGQQS 

15 JJSU 1400 1410 1420 1430 l-mn 

GCTGGATTCC TGGTCGCTCC TAACGACTGA GAGAAAACGC OGCOSACCAT TTTAATCCTT 
CGACOAAGG ACCAGCG^G AITGCItoCT CICmTCCG Sgg^ AaSS£ 

I 1 * 3 " 1460 1470 1480 1490 ie n n 

GGCGACGITr TCTTATITAG AAAGGATEAT TICTEATGCT TTATGGTA2T CTIATCITrr 
C0GCIGCAAA AGAATAAATC TTTOCIAATA AACAATACGA AATAGCTIAA GA^^GAAAA 
Gcavr^ . ' .^ 2 .°. 1530 1540 1550 1560 

20 cSISS actmtcc ^ aaatocctac aagcicgaag 

aXSAACGnC CGAAAAACAA ATATAGCIAT TGAIAACGIT TITAGGGATG TTCGAGCITC 
• La/U 1580 1590 1600 1610 lfi?n 

^^630 ^^SJ AGACOGITCA GAGACAXAIA CAGAGCGCAA CC^CTAItS 

^^"^jq ATCATTOCCC AAATAAATAT OGTTATACOC ATAACCAATA CIAAATCTOG 
25 xo^u 1700 1710 1720 i"7"?n n>tA 

^GAAIATTC GAAACAGACC T*ITC00CCTG ATTCCCTEAT TCTIATTGAT GAGATaSS 
GCCTTATAAC CTITCI^G AAACGGGGAC TAAGGGAATA SS SScS 

ACGAGGTGnG ATTCGCACTA AAAITOCGAT ACGGGGCACT TCGACAGCTC AAAAAGTTCT 
loxu 1020 1830 1840 iflqn 

30 JESS J™*™ ^^CTC** GACCAI^C TTIGATaIS 

ACGTCoCGIT TATAGTGAAC TGTTATCAAC ATAGCAGAGT CTGGTACCTG AAACTATTTT 

iaso 18 90 1900 iQin iQo n 

JSSS^ CCICTGTGAT CGCATTTATC TCTGCAATCG TAITCGCTGG TTTIGrcrrr 
TCTAAGCA.CT GGAGACACTA GCGTAAATAG AGAOGTTAGC ATAaSSS SSSS 
1930 1940 1950 1 960 ^970 

TCACCCCTrA tcgctcctgt atcgctatcg aac\ccgtcc aacraisac rararJSS 

AGTGGGGAAT AGCGAGGACA TAGCniT-rv ^rv-rr--,^ CGAGGGCGoC CnAGAGCTTS 
q - iTan ™™ Tmn ITCTG ^ C G GCTCCCGCCG GTTCTCGAAC 

Jo A -- u ^uuu 2010 2020 imn ->n<n 

TTAACACCGT GOGCAAGGCG GGCAGGGCTA AGTGGTAT-\C T^frrur Trmr f 

CG^GrrCCv^ CCGTC^T TCACCATATG ATAGGGGTTC AGAC\CITCG 

" ERSAT2BLATT 
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»™.„ 2050 2060 2070 2080 2090 2100 

AGGTCACTGC CTIAGAAIAT GATACAGAGC AGGTIATCAG CAAGACCCCC TCGAAGTAAA 

TCcacrmoG gaatctiaia ceaigtctcg tccaaiagtc gtictcgggg SS 

2110 2120 2130 2140 2150 91 fin 

^aaaaaaac tocccctqcc cccctagggg gtcaggggag iTrm-rm ititititit 
rmrmrc aggggcacgg gggcatcccc caatcccck: aaaSaaa S2 

o 2170 2180 2190 2200 2210 ^^^n%n 

jaCTGGMCA CTGCOGCOGT C1TCTCACGC GATAGCGTCT CCACCGCGTC CCOCGTOCCC 
^^^^^TTn < ^^^~r>A^ ^AC^CTGOG CTATCGCAGA GGTGGCGCAG GGGGCAG3GG 
-v^Jri 0 2240 2230 2260 2270 2280 

GCGAGGGCAA AGCCCTCGCC CTPCCCAAAC AGACCGGTAG GGGCTTCCGA TACGTACTHa 

^^^^^2290 ^^^TTnn TCPGGOCATC O00GMQQCT ATGQVTGACT 
f2S° 2300 2310 2320 2330 TiAn 

10 SSS^ ^ QQaA0G TOGGGCTGCG 1CTAATACGC CCACGAAATT TAAAITTCCT 

^^^^^7? ^^^^T^T ACCCGCACGC ACATIAIGCG GCTGCrTTAA ATTTA^SGA 

2350 2360 2370 2380 2390 iMnn 

OTGACAACT OOTCAIACr GTGGTAAXAT TTAGCCAIGG AAATCAAAGG TTCmTCTr 
GAACIGITGA GTAAGXATGA CACCA1TAIA AATCGGEACC SS 

^ 410 2420 2430 2440 2450 94«n 

GTOTGAAAAC GGITCTEAAA CITGAITATC CTAOGITCGC CTITCAGCAA GGTTCAATTT 
CAIACmTC CCAACAmT GAACTAATAC GATGCAAGCG SSSS 

15 ~™ 2470 2480 2490 2500 2510 j«n 

CEAITCCCAA AATCGAAGAT GCGCTTGCTC AGTCTCAITIT ACATTTTGCA CAGATATPPa 
■^^^ ^^^^Sdn ^^GAACGAG TCACACTAAA TCTAAAAOGT GTCIAlsSsAr 
2530 2540 2550 2560 2570 ^wan 

AOTOACTGA GAArrCCCCC TACAATTCCC CTCCGGGACT CITCITTAAG CCTAACAaS 

^^^^"590 ( ^ EA ^7finn ^^ 3 ^ Gl ^ GACGCCCTCA GAAGAAATTC GGATTGTTGC 
rri? 2600 2610 - 2620 2630 2640 



^^^^650 ^^^^^660 ^^^^^^670 ^^^^2680 ^^^2690 ^^^^TOO 
^2710 AGGAACTACG TCCITCCAGT GCTTAAGCCA GTGAAAAGAG 

GTCl^CIT TTGCITIGAT GTTGTEATGA CAAAAcSS GTCGCgS TTITAlSS 
^^^^^770 ^^^2780 ^*^^79o ^^^^SOO ^^^^^^^^ AAAATAAACC 

™™£S """a 

^SScSSSSS SS? ctaccgttta tatcggS? agaaag^ 

TlMGfcgX ^CCCGAIA CCACTAAGGT C^TGGCAAAT ATAGCCAGCG TdTTCAGAA 

30 "J? 0101 < ^OCTAIT TATAATAAGT CTCTGCAAGA CCCTCAAAAA AAGCTrS 

GACGACAGAA GACGGCATAA ATATTATTCA GAGACGTTCT GGGACTTTTr TTGGAGACAC 

2960 2970 2980 2990 3000 



CGGCITCrGG TGAGCTTCTG GACTCCCCTG ATGA.TTCTTA TATTATTCGT TXTtS^S- 
GCOGAAGACC ACTCGAAGAC CISACGGGAC TACTAAGAAt' S5SSS JSggg 

S£S ESSES SSJ^ ™«££2 cgittatgI? ccciciS 

35 3070 3080 ifej """S «^GAGGGG 
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^^^^3W0 ^^^^^200 ^^^*^210 ^^^3220 ^"^^?f^ ^^M^ 

.. ==ss==s£ 
= = = sssss as ssa 

ATA0CI1TCG TCATOGTATC ASTCAIRITT TCCTPraTrr tyy-tvJ£52 « 3360 

10 CTTCTTGCAA GTGGGAGCAG TTTEAIAATC AGt™4tSS r»r™i^2 3420 
CTCAAGXAGT OGCTCAGITC TCT«ar*nr^ n~«,i!!: . 3470 3480 

15 3550 ^^So AAM ™7? Ta0CCa ^ ACEVIATAGA AATAAGACTA 
GAAAGGATTG TPS U'l ' ltau AAAffrrarTT m-i... !. 3590 3600 



25 



35 



TOGGAAITGA GGAAGTCIAA CKTCTto-p ^ aa ™? , 3830 3840 

AGCCmACT OTtSgMT SSS? ^^^ Am^nTC CTATCGGAGA 
385? ^^^S TftAACT ^9 GATACOOCT 



GCGGITCGOC GCTCTCACAT GCre~-r^ .ir^J1222 3890 3900 

GAAGCTCCIG GTTCGAATCC AGACCOTnra arr^^™ 3950 3960 

CITCGAOGAC CAAGCmGG TCT^S ^^^2 CCTEMTCGA 

3970 ^£ TGGTTI T^^ TftMOGCSG GCAATAAGCT 



o 0 TCTCGGGAAA GGTGGTGGCG AAGIT'S 4010 4020 

30 ACAGCGCTTT CCa£a5£ JJSS^ £5™** ^^TCC-C 

4030 • 4040 4f)^n ^^^^^m^n ^^^^TAT TCGCAAAGOG 

CGCCCITCTC GCGTCTTTGA TCGITlSr ITCcttS ,,- t ,-, „ 4070 4080 
GCGGGAAGnG CGCAGAAACT AttMKsEJ aSSS JS^F 01 * "^GATT 
4090 4100 4no MGGrt " < ?S A TCaGGMCAA -AACGACCTAA 

— u -»U0 4120 4130 4140 



TGACTCTGAA GCTGATATGC CTC^ta ^.-mJti, 4130 4140 

iOBfflOT CGACTATaS £££££ S^J 



TGTOCGCGT AGTGCTACTA TncrcGOT Tr-rrJi;;£ „ 4190 4200 

^•wcoqcr icaastar SaScSS IS^TJI SS? 10 ™ «=ci«awp 

rtG ^™«ATA CTCAACGAAA OCGAGGMR 
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S\\Z 

4210 «20 4230 



TACTGTTTCT GGCACTACIT atitty-tSS ™»™Ji 240 4250 4260 

ATCACAAAGA COGToS SSSS ^^0^ CTAATQCGTT 

4270 ^"^^ AGAATAAGAT GAITACGCRA 

— *«u 4300 4310 



TGATGnTCT TATTIAGCTA ADfflmranr raaMviSS . . 4310 4320 

ACTACAAAGA ATAAATOGAT TGoSS S^SSf GCGCTTITCC 
J330 CEMa3 ^ OGCGAAAAGG 



TCTTCCTC1T CGTCGTGdT OOSmrTG oraor^^ l?. 70 4380 

AGAAGGAGAA GCAcSSS GaSXS gSSS S ATrGGTrC 
4390 4400 ^^410 GGAAGAAAGG GATAACCAAG 



OTSAATGAAG TTOMRCGT GCTCTCTTCG CGTITATTCT ACTGH^ a * Iff 0 

CCLTliAClTC AAACEATCCA fflSGSTAAfir ^a*n^T 2™ff ljCTC AACCTTCTCG 
4450 QaGA ^ GCAAM 5^ TGG0GA 4 ^ ^GAAGACC 



10 GACTTATGCT TTTTTAACTT CITCClTTAn TrryJi 8 ? 4490 4500 

CTGAAIACCA AAAAATTGAA GAAGGAAAIC AGCGArTTY'TTr onS^T^*^' ^-^^C^GTAA 
4510 4 520 M0Ga ^ G0GIM ^ GAAAGCCMT 



CACTCCCTCr iau. U' A U « muuiMMMln m m . 40 4SS0 4560 

GravOGGAGA ^ Sa^gS SS GmTTCX^ 
„ 4570 4580 .^"§5 



TCCmTEAT TCGTATCCTT ITOTVAT^r ™^J^£ 4610 4620 

AGGAAAAATA AGCATACXaA AACCTIAAGC AA^a-nra^™^ TCTTCTTCCG CAAGTGGTTA 
4630 ^^640 ^^gf? ^^^^JS AGAAGAAGGC GTTCACCAAT 
" ^ 0DU 4660 4670 



romracAG ggtcgtcaca ataaitttat ™>rcr££ 4 .f 70 4680 

ACAAAATCTC CCACCACTCT SnaS S^?^ CGRGTACCCG 

4690 4700 ^^^J GGACCGATAA GCICATQGGC 



TCCTITGAAT CTIGGTGTTA CTOGTIATCr TCnmr^JS, », 4730 4740 
ACGAAACTTA GAACCACAAT SSSaS SSS^ ^ GCmTG ^CCITATCC 
4750 ^^760 GASraA J A ? A AGCGCC ^ A TTACGAAAAC AGGGAAIAGG 
**//u 4780 4790 



20 GTCTGGATAC ACTATCCCCT OTCIGATAT rcrrrJ^ ™ 4790 ' 4800 

CAGACCTATG TGATAGGGGA SaSS SSSSS I^^E AGC CAICITC 
4810 4820 ^^uno AAACAAGTCG TOGCTAGAAG 

— «*oju 4840 4850 



TTCrCCTGTT TAITCTCCIT nmW» 4840 4850 4860 

AAGAGGACAA AEAAGAOGAA GACGGAAACT ATGATCTnra ^SJ^^CTT TTTCTCITCT 
„_i!Z°___ 4880 «^ MGA ^ A£ ^ 



4930 4940 ^9S0 ^^^^J? AOOGACAGGC TAAGAGGCCT 
_ "*?3u 4960 4970 



GGATTTGCAA GATCCEAITA CCAATGAATT TOaJSSt ^ 4970 4980 
CCTAAACGTT CIACGATAAT GCTeESra SSSKf ^? CTACrC ™AAGACTC 
4990 irAA ACCTCAACTA AGGCCATCAG AATTTCTCAG 



TAAGGATAAC TTGAATTC 3 ' 
ATTCCIMTG AACTTAAG 5 ' 
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*** 



10 



15 



20 



25 



30 



INITIATION/TERMINATION REFERENCE *** 



6/5.1 



» INITIATION POSITION 



oa 



■J 

157 
1483 
2428 
} 2971 
3388 
3664 
3859 



I TERMINATION POSITION 



311 
1669 
2479 
2992 
3487 
3670 
3883 



433 
1729 
2620 
3046 
3511 
3673 
4135 



1060 
2059 
2719 
3133 
3520 
3697 



***** FRAME 1 ***** 



l 
i 

i 



I 



1309 1435 | 19 
2377 2383 487 
2782 2839 667 
3235 3292 787 
3619 3661 1030 
3721 3748 j 1408 

2044 
{ 2404 
3418 
4009 
4180 
4393 
4642 
I 4897 



i 



25 
517 
676 
796 
1171 
1675 
2053 
2665 
3427 
4081 
4252 
4468 
4720 
4945 



139 
526 
721 
799 
1183 
1735 
2125 
2728 
3559 
4087 
4261 
4498 
4765 
4957 



151 
556 
742 
853 
1195 
1819 
•2278 
2788 
3571 
4093 
4279 
4531 
4828 
4972 



286 
601 
745 
883 
1276 
1825 
2287 
3004 
3712 
4111 
4300 
4549 
4882 
4981 



481 I 

613 

778 

898 ( 
1339 I 
2035 
2365 
3022 S 
3868 j 
4150 
4354 
4636 
4888 
4987 



1 TOTAL 



39 



1 TOTAL 



84 




! 131 539 593 
1205 3539 3833 
4097' 4385 



i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 

+• 



TOTAL 



+ 



27 
741 
1237 
1345 
2787 
3651 
4179 
4446 



i 
t 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 
i 



O T 



282 
744 
1476 
1947 
2825 

"i 2 3 T 

4620 
A L : 



14 



433 
774 
1599 
2292 
2997 
3714 
4263 
4722 

47 





***** FRAME 2 


***** 










815 


1052 


1202 i 158 
4040 j 1301 


266 


440 


443 


1058 


1259 


3875 


3986 


1310 


1433 


1529 


1574 


1613 






j 1616 


1631 


1634 


1649 


1670 


1709 






j 1727 


1730 


1751 


1757 


1763 


1778 






j 1853 


1856 


1868 


1877 


1982 


2009 1 






> 2060 


2258 


2372 


2384- 


2417 


2423 






■ 2444 


2495 


2519 


2528 


2567 


2573 






j 2627 


2705 


2717 


2747 


2783 


2792 i 






j 2810 


2843 


2903 


2906 


2924 


2951 






j 2969 


2972 


2993 


3047 


3086 


3089 






j 3110 


3134 


3149 


3179 


3209 


3230 . 






j 3233 


3236 


3272 


3299 


3323 ' 


3344 r 






j 3386 


3389 


3443 


3464 


3476 


3485 






j 3488 


3503 


3506 


3518 


3521 


3578 






} 3602 


3620 


3662 


3665 


3671 


3686 






j 3689 


3701 


3749 


3755 


3761 


3767 } 






J 3788 


3818 


3944 










1 TOTAL : 


99 






j- 



★****• 



. 522 
•930 
1656 
2403 
3165 
3960 
4299 
4932 



FRAME 3 ***** 



303 

1194 
1770 
2667 
32S5 
4110 
4305 
4944 



693 
1275 
1300 
2727 
3636 
4123 
4353 



75 
732 
2097 
3537 
3987 
4686 



168 
1053. 
2133 
3540 
4038 
4992 



189 
1203 
2193 
3798 
4275 



253 
1206 
2313 
3894 
43S6 



447 
1401 
2331 
3900 
4455 



.540 
1458 
2343 
3984 
4539 



TOTAL 



32 
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*** 



MOLECULAR WEIGHT *** 



6/5.2 



+ 



I START END 



■ I- 

MOLECULAR WEIGHT ■ 



NO. START END MOLECULAR WEIGHT 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



131 
539 
593 
815 
1052 
1202 
1205 
352 j 
3833 
-Jo / ^ 



158 
1053 
1053 
1053 
1058 
1259 
1259 
jo / o 

~* y *i t 



***** FRAME 1 
4842.59 
5857.77 
1911.04 
4219.95 
1055.14 
8907.70 
6959.42 
262.36 
305.39 
2514.97 
1011.23 
750.93 
9020.45 
7032.09 
1563.81 
375.51 
305.39 
6213.38 
1408.75 
578.66 
13607.00 
10646.71 
6919.29 
4696.55 
1294.51 
2767.29 
1887 . 18 
1585.79 
3648.43 
1946.41 
1815.22 
1582.93 
1451.74 
547.68 
5519.15 
4490.94 
277.33 
4697.94 
535.70 - - 
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1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
U 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 



***** 

3046 
3133 
2428 
1435 
2479 
1483 
3235 
2839 
331 
3721 
157 
3883 
3292 
3748 
1060 
3619 
3487 
2059 
3661 
433 
3511 
3664 
3520 
3670 
2620 
3673 
2971 
3388 
1309 
2377 
2383 
2992 
3697 
4135 
2719 
1729 
2782 
3859 
1669 



3418 
3418 
2665 
1675 
2665 
1675 
3418 
3004 
481 
3868 
286 
4009 
3418 
3868 
1171 
3712 
3559 
2125 
3712 
481 
3559 
3712 
3559 
3712 
2665 
3712 
3004 
3418 
1339 
2404 
2404 
3004 
3712 
4150 
2728 
1735 
2788 
3863 
1675 



13607.00 
10646.71 
9020.45 
8907.70 
7032.09 
6959.42" 
6919.29 
6213.38 
5857.77 
5519.15 
4842.59 
4697.94 
4696.55 
4490.94 
4219 . 95 
3648.43 
2767.29 
2514 . 97 
1946.41 
1911.04 
1887 . 18 
1815 . 22 
1585.79 
1582.93 
1563 . 31 
1451.74 
1403.75 
1294.51 
1055.14 
1011.23 
750.93 . 
578.66 
547.63 
535.70 
375.51 
305.39 
305.39 
277.33 
262.36 



***** 


FRAME 2 


***** 






■ 1002.19 
19095.03 
17110.92 
9221.94 
236.23 
2324.59 
2193.40 


J 1 
i 2 
I 3 
! 4 


539 
593 
815 
3833 


1058 
1058 
1058 
3944 


19095.03 
17110.92 
9231.94 
4193.88 


! 5 
! 6 
1 7 

i -\ 


3875 
1202 
1205 


3944 
1259 
1259 


2659.22 
2324.59 
2193.40 


X ■mJ ^ tm . / O 

4193.33 
2659.22 


1 0 

! 9 
,' 10 


35 yj 
131 
1052 


— — 

158 
1058 


LZJt~ . / o 

.1002.19 
• 236.23 
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1815.23 
5855.63 
2003 . 43 
616.78 
7063.49 
1636.98 
11799.97 
11668.78 
10510.39 
4670.61 
334.43 
4929.75 
4398.11 

24121.86 
19440.48 
17213.04 
12848.35 
11612. 94 
9839.93 
5672.19 
766.90 
. 43550.02 
34028.78 
31646.22 
29263.59 
27663.74 
21162.74 
14339.49 
9689.43 
6115.51 
5533.90 
3278.61 
3147.42 
918.13 
6361.00 
5690.14 
3784.82 
923.20 
522.68 
3335.17 
3140.83- . 
1350.57 • 
395.51 
26-16.26 
10224.42 
2221.35 
1667.26 



I 



I 



EEAME 3 ***** 

1 2403 

2 2667 

3 2727 

4 2787 

5 2826 

6 1476 

7 2997 

8 1599 

9 1656 
10 3165 

! 11 1770 

12 741 

13 744 

14 1800 

15 774 

16 4722 

17 1845 

18 3285 

19 555 

20 4110 

21 3636 

22 282 

23 4128 

24 1947 

25 3651 

26 1275 

27 930 

28 1287 

29 4179 

30 4299 

31 3711 

32 3714 

33 4305 

34 4620 

35 4932 

36 483 

37 4944 

38 27 

39 693 

40 4353 

41 4254 

42 3960 

43 2292 

44 522 

45 4263 

46 4446 

47 U94 



3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
2097 
3537 
2097 
2097 
3537 
2097 
1053 
1053 
2097 
1053 
4992 
2097 
3537 
732 
4275 
3798 

447 . 
4275 
2097 
3798 
1401 
1053 
1401 
4275 
43S6 
3798 
3793 
4386 
46S6 
4992 
540 
4992 
75 
732 
4386 
4275 
3934 
2313 
• 540 
4275 
4455 
1203 



43550.02 
34028.78 
31646.22 
29263.59 
27663.74 
24121.86 
21162.74 
19440.48 
17213.04 
14339.49 
12848.35 
11799.97 
11668.78 
11612.94 
10510.39 
10224.42 
9839.93 
9689.43 
7063.49 
6361.00 
6115.51 

5355.63 
5690.14 
5672.19 
5533.90 
4929.75 
4670.61 
4393.11 
3734.82 
3385.17 
3273.61 
3147.42 
3140.33 
2646.26 
2321.86 
2003.43 
1867.26 
1815.23 
1636.98 
1350.57 
923 . 20 
918.13 
766.90 . 
616.78 
522.66 
395.51 
334.43 
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> INITIATION POSITION 
1 ~ 



i TERMINATION POSITION 



***** 



514 1399 3946 



FRAME 1 ***** 



1 
1 


.187 


211 


262 


292 


331 


379 


i 
i 


1 

1 

1 


430 


553 


568 


583 


652 


694 


i 
i 


700 


727 


754 


766 


778 


820 


i 
I 


1 
1 


871 


874 


880 


991 


1111 


1180 


i 
i 


1 


1186 


1255 


1270 


1303 


1363 


1369 


i 

! 

t 


1 


1396 


1432 


1495 


1678 


1699 


1735 


1 
1 


1768 


1789 


1792 


1822 


1987 


2014 


1 
1 


2146 


2173 


2233 


2272 


2356 


2425 


1 

1 




2431 


2479 


2536 


2566 


2581 


2626 


r 
i 




2647 


2812 


2920 


2923 


2977 


2989 


i 




3016 


3052 


3076 


3202 


3229 


3235 


i 
i 


1 


3247 


3274 


3280 


3355 


3367 


3424 


i 

i 


j 


3505 


3523 


3544 


3565 


3649 


3652 


i 
i 




3700 


3718 


3730 


3760 


3769 


3778 


i 
i 




3805 


3808 


3922 


3928 


3940 


4042 


i 
i 




4069 


4078 


4087 


4102 


4123 


4258 


i 
i 




4306 


4438 


4495 


4621 


4657 


4675 


i 
i 




4684 


4816 








i 
i 



•total 




•TOTAL: 104 




j 203 
| 1685 
3569 



863 896 1115 
1730 2378 2495 
3875 4427 4778 



***** FRAME 2 ***** 



1139 1172 
2621 2642 



17 
245 
449 
746 



26 
278 
470 
749 



1 TOTAL 



16 



842 1142 

2261 2393 

3323 3530 

3986 4034 

4184 4187 

j 4220 4334 

,' 4532 4535 



59 
299 
530 
782 
1166 
2498 
3881 
4049 
4190 
4397 
4533 



62 
347 
578 
797 
1466 
2543 
3968 
4052 
4193 
4433 
4742 



110 
350 
626 
800 
1781 
2837 
3977- 
4082 
4202 
4502 
4859 



1 

i 

I 870 8t3 
i 1542 1677 

! 3153 3639 

i 

i 

i 

i 



i 
i 

i ' 
i 
i 
i 

i ■ 
ii 



1 TOTAL: 



66 



1002 -1269 
1300 2172 
3675 3699 



***** FRAME 3 ***** 

1237 - 1362 ; 372 459 

2646 3114 J 864 1044 

3816 4716 } 1575 1614. 

! 1797 1872 - 

j 2019 2097 

,' 2307 2319 

| 2643 2667 

! 3133 3330 

| 3516 3540 

! 3786 3876 

J 4S21 4923 



522 
1173 
1662 
1896 
2139 
2379 
2865 
3351 
3597 
4266 



543 
1200 
1686 
1923 
2160 
2457 
3069 
3450 
3681 
4284 



639 
1380 
1707 

1953 
2166 
2508 
3111 
3465 
3690 
4779 



f 

i 

164 j 
404 { 
719 j 
839 J 
1994 | 
2945. | 
3983 i 
4157 J* 
4211 j 
4529 j 
4862 j 



1" 

i 

723 j 
1563 | 
1752 j 
2007 j 
2244 j 
2571 j 
3159 j 
3477 | 
3705 | 
4803 ! 



TOTAL : 



o 



TOTAL : 62 
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MOLECULAR WEIGHT 



*** 



6/6.2 



I START 




MOLECULAR WEIGHT I NO. START END MOLECULAR WEIGHT 



i 



870 


1044 


873 


1044 


1002 


1044 


1269 


1380 


1287 


1380 


1362 


1380 


1542 


1563 


1677 


1686 


1800 


1872 


2172 


2244 


2646 


2667 


3114 


3159 


3153 


3159 


3639 


3631 


3675 


36S1 


3699 


37Q5 


3816 


Jo / o 


•4716 


4779 



***** FRAME 1 ***** 
1629.87 
1344.47 
3550.03 



1 
1 


1 


3946 


4042 


3550.03 


1 
1 


2 


514 


553 


1629.87 


1 
1 


3 


1399 


1432 


1344.47 



***** FRAME 2 ***** 



1707.87 
10853.68 
9431.19 
1115.33 
149.21 
11262.47 
3768.36 
1988.33 
656 . 78 
149.21 
7747 . 28 

6866.30 
11635.17 
277.38 
246.32 
3218.74 



1 


3569 


3881 


11635.17 


2 


1172 


1466 


11262.47 


3 


863 


1142 


10853.68 


4 


896 


1142 


9431.19 


5 


2621 


2837 


7747.28 


6 


2642 


2837 


6866.30 


7 


1685 


1781 


3768.36 


8 


4778 


4859 


3218.74 


9 


1730 


1781 


1988.33 


10 


203 


245 


1707.87 


11 


1115 


1142 


1115.33 


12 


2378 


2393 


656.78 


13 


3875 


3881 


277.38 


14 


4427 


4433 


246.32 


15 


1139 


1142 


149.21 


16 


2495 


2498 


149.21 



***** niAME 3 ***** 



6984.76 


J 1 


870 


1044 


6853.57 


j 2 


873 


1044 


1764.94 


j 3 


1269 


1380 


4059.50 


! 4 


1237 


1380 


3436.80 


| 5 


2172 


2244 


748.87 


i 6 


4716 


4779 


879.86 


7 


1800 


1872 


418.54 


8 


3816 


3876 


2593.86 


9 


3114 


3159 


2682.96 


10 


1002 


1044 


838.92 


11 


3639 


3681 


1826.12 


12 


1542 


1563 


248.34 ' 


13 


2646 


2667 


1629.97 j 


14 


1362 


1380 


206.26 '• ; 


15 


1677 


1686 


236.28 ' j 


16 


3153 


3159 


2182.40 j 


17 


3699 


3705 


2652.92 | 


18 


3675 


3681 



6934.76 
6853.57 
4059.50 
3436.30 
2682.96 
2652.92 . 
2593.86 
2182.40 
1826 . 12 
1764.94 
1629.97 
879.86 
838.92 
748 . 87 
418.54 
248.34 
236.28 . 
206.26 
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